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Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

(3) Verfahren zur Renaturierung von Proteinen 

® Die vorliegcndo Erfindung betrifft die Verwendung von 
substituierten Imidazoliumsalzen zur Renaturierung, zur 
Verminderung der Aggregation und/oder zur Erhohung 
der thermischen Stabilitat von Proteinen sowie ein Ver- 
fahren zur Renaturierung von Proteinen, zur Verminde- 
rung der Aggregation und/oder zur Erhohung der thermi- 
schen Stabilitat von Proteinen sowie renaturierte Protei- 
ne, die mit dem erfindungsgema'Sen Verfahren herge- 
stellt wurden. Bei dem erfindungsgema&en Verfahren 
werden die zu behandelnden Proteine mit einem flussi- 
gen Renaturierungsmedium, welches substituierte Imida- 
zoliumsalze enthalt, in Kontaktgebracht 
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Bcschreibung 

1 000 1 ) Die Erfindung bctrilTl die Verwendung von subsli- 
tuicrten Imiriazoliumsalzcn zur Renal urierung. zur Vbnnin- 
derung dor Aggregation und/oder zur Erhohung der themii- 5 
schen Stabiliiiil von Proteincn sowie ein Vcifahrcn zur Re- 
naluricrung, zur Venninderung der Aggregation und/oder 
zur Erhohung der ihemiischen Stabililal von Proteincn so- 
wie renaturicrte Proieine, die mil deni erfindungsgeniaBen 
Vcrfahren hcrgesielll wurden. M> 
|0002] Unlcr Renaluricrung von Prolcincn wird in dieseni 
Zusammcnhang die Gcwinnung oder Wiederherslellung der 
biologischen Akiivitat und/oder der weiigehcnd korreklen 
] : aliung von Protcinen angeschen. Deni Problem der Pro- 
tein renaluricrung konmit in der Biotechnologie cine groBe 15 
Bedeutung zu. Aufgrund der Entwicklungcn in der Molcku- 
larbiologic ist es moglich, Proieine, ausgehend von dcren 
codicrcndcn Scqucnzcn zu klonicren und recombinant in 
Wirtsorganismen zu produziercn. Hierbci fallen die rckom- 
binanlen Proteincn allcrdings haufig als biologisch inaklive 20 
Aggregate, den inclusion bodies, an. Das in den inclusion 
bodies cnihallene Protein niuB anschlieBend durch Renalu- 
ricrung in vitro in die biologisch aktive Form ubcrfuhrt wcr- 
den. 

|0003] Diese Renaluricrung ist ein sehr koutplcxcr slruk- 25 
turbiologischcr ProzeB, der haufig nur in sehr geringen Aus- 
bculen an nalivcm Protein mundel. Bereils Slcigerungen der 
Ausbeute an renal uricrtcm Protein von wenigen Prozeni 
stellcn daher cine wcsentliche Verbesserung und einen wirt- 
schafl lichen Vorteil dar. 30 
1 0004 J Bei der in vitro Ealtung von inclusion body Protci- 
nen beobachlet man meist cine kinetische Konkurrenz zwi- 
schen der korreklen Faltung und unprodukliven Nebenreak- 
tionen wie Fchl faltung und Aggregation. Die Aggregations- 
prozesse bcruhen meist auf hydro-phoben Wechsclwirkun- 35 
gen der weitgehend entfaiteten Polypeptidkeilen oder nicht- 
naiiver, panieil gcfalteter Intennediatc. Unabhangig von ih- 
rer molekularen Ursachc wcisen diese Aggrcgationspro- 
zessc eine Reaktionsordnung von > 2 auf. Dementsprechend 
crhoht sich die Geschwindigkcit der unprodukliven Aggre- 40 
gationsreaktionen bci Erhohung der Konzcnlration der ent- 
faiteten Polypcptidketlc. Da die korreklen Faltungsprozcssc 
meist durch Reaktionen ersler Ordnung bestimmt werden, 
bedeuiet dies, dass die Aggrcgalionsreaklionen bci Erho- 
hung der Konzentration an denalurierlem Protein uber die 45 
korrekte Faltung dominieren. Aus diesein Grund werden in 
vilro Faltungsreaktioncn meist bei sehr niedriger Prolein- 
konzentraiion durchgefiihrt. Zusatzlich miisscn physikali- 
schc Parameter wie pH, lonenslarke, Redoxsystem und 
Tempcratur fur die Renaluricrung von Proteincn optimiert 50 
werden. Allcrdings fiihrt auch dies haufig nichl zu dem gc- 
wunschicn Erfolg. 

1 0005 J Weiterhin ist schon seil langem bckannt. dass Puf- 
ferzusatzc wie HarnstofT oder Guanidin in nichl denaturien- 
der Konzentration einen positiven EinrluB auf die Faltungs- 55 
effizienz haben kdnnen. Als Alternative zu Guanidin oder 
HamstorT wurden auch andcrc chaotropc StofTc wie Aikyl- 
harnstoir oder organische Cosolvenzien wie beispiclsweise 
Carbonsaurcamide oder alkylieric Amine bei in vilro Fal- 
tungsprozessen verwendet. 60 
|0006] Im Fallc der Renaturierung von humanem Gc- 
websplasminogenaktivator aus E. coli inclusion bodies 
wurde beobachtet. dass die Ausbeute bei der in vitro FalUing 
durch Zusatz von L-Arginin gesteigert werden kann. Wei- 
lerc Studicn haben gczcigt, dass auch bci der in vilro Faltung 65 
andercr Proteine wie Antikdrperfragmcnle oder Iinmunoto- 
xinc die Faltungscffizienz durch L-Arginin vcrbessert wer- 
den kann. Obgleich Arginin eine Guanidinogruppe enthalt. 
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wirki es nichl so stark struklurdcsiabilisicrcnd wic Guani- 
din. Dementsprechend erhdhl Arginin vcrniullich die Ix5s- 
lichkeil von entfaltclen Polypeptidkeilen oder von Faltungs- 
intenucdiaten. ohnc dass cs die nalive Proicinstruklur signi- 
likant destabilisiert. Wcitcre Additive zur Erhohung der in 
vilro Fallungscfhzienz sind hodikonzenlrierte Ins-Puffer, 
Polyelhylcnglvcol oder Dclcrgcnzien. Durch Verwendung 
gemischler Mizellen (beispiclsweise aus Triton x KK) und 
Phospholipidcn) wurden ebcnfalls vcrbessenc Faliungsaus- 
bcutcn crziclt. Diese gemischten Mizcllcn cnihallen sowohl 
polare als auch unpolarc Gruppcn, die vcnnullich durch 
Wcchsclwirkungen mil Faliungsintcnncdialcn dcrcn Aggre- 
gation unterdrucken. 

|0007 1 Trot/, eincr Viclzahl von in der Literal ur angegebe- 
ncn Proiokollcn zur Renaluricrung von Proteincn ist die in- 
duslriclle Nulzung dicscr Tcchnik noch nicht wcil vorange- 
schriticn. Die Griinde hicrfiir liegen sowohl in den lechni- 
schen als auch hiocheniisehcn Schwicrigkeiten. Da auch un- 
tcr optimalen Bedingungcn die Renaluricrung von Prolcincn 
nur bci sehr niedrigen Protein konzent rat ioncn moglich ist, 
crfordcrl cine indusiricllc Produktion die Aufarbcilung sehr 
groBcr Rcnaluricrungsvolumen. Dariibcr hinaus ist auch un- 
lcr optimicrtcn Bedingungcn die Rcnaturicrungscffuienz 
vicler Proteine nur gering. 

|000tt] Aufgabc der Erfindung ist dahcr die Idcntifizierung 
von Subslanzcn, die die Eflizienz der Pro! einfal lung in vilro 
steigem und ein Vcrfahren bereilzustellen, mil dem Proteine 
cffekliv und in groBerer Ausbeute als bishcr renal uricrl wer- 
den konnen. 

|00091 Gclost wird diese Aufgabc crfindungsgemaB durch 
die Verwendung von substituicrten Imidazoliumsalzen zur 
Renaluricrung, zur Venninderung der Aggregation und/oder 
zur Erhohung der thermischen Stabilitat von Proleinen so- 
wie durch ein Verfahrcn zur Renaluricrung, zur Venninde- 
rung der Aggregation und/oder zur Erhohung der thermi- 
schen Stabililal von Prolcincn, bei dem die zu bchandelndcn 
Proteine mil cinem flussigen Medium, welches subsiituienc 
Imidazoliumsalzc enihalt, in Kontakt gcbracht werden. Die 
vorliegende Erfindung belli fi t auch Proteine, die mil dem 
crfindungsgemaBen Vcrfahren hergcsiclli wurden. 
(0010 J Die bevorzuglc crfindungsgeinaBe Vci-wendung ist 
die Verwendung zur Renaluricrung von Prolcincn. 
|0011] Unter Vennindeaing der Aggregation ist crfin- 
dungsgemaB zu versichen, dass die Aggregation von Protei- 
ncn, die ublicherweise bei langercn Aufbewahrungszeitrau- 
nien in flussigen Medien auftritt und womit ein Vcrlust oder 
cine Venninderung der biologischen Funktionsfahigkcit ein- 
hcrgeht, vennindert oder sogar weitgehend vcrhinden wird. 
[0012J Unter Erhohung der thermischen Stabililal ist er- 
findungsgemaB zu verslehen, dass die biologische Aktiviiat 
bzw. die korrckie Proieinfallung auch bci Temperaluren bis 
weil oberhalb Raumtemperatur ubcr langere Zeit beibehal- 
tcn werden kann. 

|0013] Bci den erfindungsgemaB verwendeten Imidazoli- 
umsalzen handcli essich bevorzugt umbci Raumlemperatur 
ionischc FlUssigkcilen. Falls cs sich nicht urn bci Raumtem- 
peratur fliissige Vcrbindungcn handcli, solllcn die crfin- 
dungsgeinaBen Imidazoliumsalze zuinindesl bei den Be- 
handlungsbedingungen in flussiger Twin vorliegen und/ 
oder in dem flussigen Medium loslich sein. Bei den im Rah- 
men der vorlicgcnden Erfindung verwendelen Imidazolium- 
salzen isl die posilive Ladung der organischen Komponente 
mil dem Ringsysieni assoziicrt und ublicherweise und be- 
vorzugt in dem Imidazoliumring delokalisiert. 
|0014] Das Vcrfahren bcruht auf der ubcrraschcndcn Ent- 
deckung, dass subsiituienc Imidazoliumsalze die Aggrega- 
tion von Proleinen unterdrucken und die Eflfizienz der Rena- 
luricrung steigem. Bisher wurden diese organischen Sake 
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Icdiglieh als Losungsmiilel in dor organischen Synihcsc und 
dcr Xwei-Phasen-Katalysc eingeselzl, ein Einftuss auf siruk- 
lurbildende Prozcssc in dcr Biochemic war bislang unbc- 
kannl. Auch fiir anderc organische Salzc is! beschricben 
worden, dass sic cine eflizicnlcre Renaturierung von Prolei- 
ncn ernioglichen, wic /. B. 3-(l-Pyridinio)-1-propansulfai 
Oder TrigoncJlin-TIydrcdiiorid (WO 99/18196). Diese Sub- 
stanzen wciscn bspw. keine dctokalisicrlc positive Ladung 
im hcicrocyclischen Ringsyslcni auf. Fin dircktcn Vcrglcich 
ihrcr Wirkung auf die Renaturierung von Prolcincn wciscn 
die Imidazoliuniderivalc dcr vorlicgcndcn Erfindung cine 
deutlich hohere Eflizicnz auf (vgl. auch die Ausfuhrungsbei- 
spicle sowic Abb. 2 und 3 mil Abb. 8 und 9). 
|0015| Es isl bevorzugt, dass die Iniida/.oliuiiiringe dcr 
Imidazoliumsalze der vorlicgenden Erfindung durch Alkyl-, 
Alkenyl- Aiyl- und/odcr Aralkyl-Rcsle substituicrt sind, 
wclche wiederuni durch funkiionclle Gruppcn subsiiiuiert 
scin konncn, bspw. durch Slickslofl*-, Schwclcl-, und/odcr 
Phosphor-hailige Gruppcn, wobci verschiedenc Oxidalions- 
stufen inoglich sind. ErfindungsgeinaB bevorzuglc Beispiele 
fiir dicse funktioncilcn Gruppcn sind: Amin-, Carboxyl-, 
Carbonyl, Aldchyd-, Hydroxy-, SullaK Sulfonal- und/odcr 
Phosphalgruppen. 

|00J6| ErfindungsgemaB kbnnen ein oder bcide N-Atome 
des Imidazoliumrings durch gJcichc oder unlerschicdliche 
Subsliluenlen substituicrt sein. Vorzugsweise sind bcidc 
Sticksioffatomc des Iniidazoliunirings durch gleiche oder 
unlerschicdliche Substituenten subsiiiuiert. 
|0017J Es isl erfindungsgeniaB auch moglich und bevor- 
zugl, dass die Inridazoliunisalze zusatzlich oder ausschlieB- 
lich an einem oder weitercn der Kohlensloffatomc des Inii- 
dazoliunirings subsiiiuiert sind. 

[00 18 1 Als Substituenten kommeti bevorzugl Q-CVAI- 
kylrcsie in Fragc, z. B. Methyl-, Ethyl-, n-Propyl-, Isopro- 
pyl-, n-Bulyl und/oder Isobutylrcstc, besonders bevorzugt 
Ethyl- und/oder Melhylresle. Ebenfalls bevorzugte Subslitu- 
enten sind CVCrAlkenytresie, wie Elhylen-, n-Propylen, 
Isopropylen, n-Butylen und/oder Isobulylen. Bei diesen C\- 
CVAIkylresien und CVC4 Alkenylrcsten weisen die erfin- 
dungsgemaBcn Iniidazoliumverbindungen cine erfindungs- 
geinaB besonders geeignete Wasserloslichkeit auf, die bei 
langeren Alkyl- oder Alkenylkctten abnimmt. Die Wasser- 
loslichkeil kann aber durch loslichkeitsfordernde Subslilu- 
enlen an den Alkyl- oder Alkcnylketten wiederuni verbes- 
sert werden, bspw. durch Sulfal- Sulfonat-, Amino- oder 
Phosphatreste. ErfindungsgemaB sind auch Alkyi und Al- 
kenylsubstituenten nut. niehr als 4 C-Aiomcn umfassi, wo- 
bei bspw. tyCio-Alkyl- oder Alkenylsubstituenien eben- 
falls noch bevorzugt sind. Diese C5-C10- Alkyl- oder Alken- 
ylresle sind wciterhin bevorzugt, wenn sic ein oder nichrere 
wcitcre Substituenten an den Alkyl- und/oder Alkenylgrup- 
pen aufweiscn, wie Phosphat-, Sulfonat-, Amino- und/oder 
Phosphatgruppen. 

[0019] Als Arylsubsliluenten sind erfindungsgeinaB 
mono- und/oder bicyclische Arylreste bevorzugl, Phenyl, 
Biphenyl und/odcr Naphthalin sowie Derivale diescr Ver- 
bindungen mil Hydroxy-, Sulfonat-, Sulfal-, Amino. Alde- 
hyd-, Carbonyl- und/oder Carboxygruppen. Beispiele fiir 
bevorzuglc Arylsubsliluenten sind Phenol, Biphenyl, Biphe- 
nol, Naphthalin, Naphthalincarbonsaurcn, Naphthalinsul- 
fonsauren, Biphcnylolc, Biphenykarbonsauren, Phenol, 
Phcnylsulfonat, und/oder Phcnolsuifonsauren. 
[0020J Bevorzuglc Aralkylreste sind Benzyl- oder substi- 
tuiertc Benzylreste. 

[0021 J Es ist besonders bevorzugl, dass dcr Imidazolium- 
ring an mindestens einem N-Atom einen Mcthylrcsl auf- 
wcisl. 

[0022] Die erfindungsgeinaB verwendeten Imidazolium- 



salzc sind bcvor/.ugi FJussigkeiicn, d. h. es handeh sich be- 
vorzugl urn bei Rauniicinpcratur (ca. 25°C) ionischc Flus- 
sigkcilcn. Es konnen jedoch ebenso bei Rauntieiuperalur 
nichl fltissigc Inridazoliunisalze vcrwcndei werden, die aber 
5 bei den Renal uricrungsbedingungen in fliissigcr Ponn vor- 
iiegen solllcn bzw. in dem flussigen Medium loslich scin 
sollten. 

|0023| Als anionische Gcgenionen fur die subsliluiericn 
Imidazoliumringc sind ertindungsgcmaB ihsbesonderc Ha- 
lo logene und halogcnhalfige Ionen gccigenl. Besonders be- 
vor/ugl sind dabei Chlorid und Tcirafluorborat. Wciterhin 
bevorzugl sind Phosphat. Sulfal und Isocyanat. * 
|0024J lirfindungsgcmaB besonders bevorzugl verwend- 
bare Inridazoliunisalze sind: l-Ethyl-3-methyl-imidazo- 
15 lium-tetrafluorboral, l-Ethyl-3-mcihyl-imidazolium-chlo- 
rid, l-Buiyl-3-mclhyl-iniidazoliuiiHcirafluorboral. 
[0025] ErfindungsgeinaB konncn bevorzugt die nachfol- 
genden Protcinklasscn und/odcr Proicinc rcnaturierl wer- 
den, dercn ihermischc Stabililal crhoht werden und/odcr de- 
20 ren Aggregation vennindert werden bzw. die nachfolgenden 
Proteine und/oder Protcinklassen konnen in demcrfindungs- 
geniaBen Verfahrcn bevorzugt eingeselzt werden: 
Prolcascn, bevorzugl Serin-Proteascn, insbesonderc Throm- 
bin, Faklor Xa, Caspasen, Cathepsinc, Trypsin und Chymo- 
25 trypsin, Cysiein-Proleasen, saure Prolcascn, wie Pepsin oder 
Rennin, Metal lo-Prol ease n, wie Thcrmolysin; Proteaseinhi- 
biloren, bevorzugl Pepstaline, Anlipain, Chen lost aline, Ela- 
stinal. Leupeptine. Bestaiin. Antithrombin HI: 
DNA-bindcndc Proteine, bevorzugl Transkriptionsfaktoren, 
:w insbesonderc Nl ; Kappa B und Mitgliedcr dcr Familien Jun, 
Fos, Krox, Myc, E2I; virale T-Antigcne; 
virale Proieine, z. B. virale Ilullproteine, Kapsidprotcine, 
virale Prolcascn, Polymerase!) und/oder T-Antigene; 
Phosphatasen; 

:*5 Proleinkinasen, bevorzugt Tyrosinkinasen und/oder Serinld- 
nasen: 

Proieine der Iinmunglobuiin-Superfamilie, z. B. Antikorper 
und Fragmenie hicrvon; 

Wachstunisfaktoren, z. B. epidennaler Wachslumsfaklor 
40 (EGF), liryihropocietin, Fibroblasten-Wachslumsfaktor 
(F'GF), Insulin-ahnlichc Wachstunisfaktoren I und II (IGF I 
und IGF II), Interlaukin-2 (11.-2), Nerven wachslumsfaklor 
(NGI0. transformierender Wachstunisfaktor-P frGF-^) 
und/oder Thrombocy ten- Wachslumsfaklor (PDGF) sowie 
45 von diesen Proleinen abgeleitete Proteine und IVagmente. 
[0026] ErfindungsgeinaB konnen disulfidfreie und disul- 
fidverbriickte Proieine renaiuriert werden und/oder deren 
therniische Stabiliiat verbessen und/oder deren Aggregation 
verhindert bzw. vennindert werden. Besonders bevorzugt 
50 konnen Mehrdomanenproteine und komplex disulfidver- 
briickle Proteine hchandelt werden wie z. 11. Lysozynu rPA 
(rekombinantcr Plasminogenaktivator Handelsname Re- 
plase), alpha-Glucosidase, Antikorper und von ihnen abge- 
leitete Fragmente und/oder Wachstunisfaktoren. Diese Pro- 
55 teine/l > roteinklassen dienen lediglich als Beispiele, die Er- 
findung isl jedoch nicht auf diese Lisle beschrankt. 
[0027] Bei dem erfindungsgemaBcn Verfahren zur'Rena- 
turierung, zur Veniiinderung der Aggregation und/oder zur 
Erhohung der thcmiischen Stabililal von Prolcincn wird als 
60 fliissigcs Medium bevorzugl ein fur das zu behandelnde Pro- 
tein gecignctes Pufl'crsyslem eingesetzt. Als Puflersubstan- 
zen sind Tris, Hepes, Mes, Mops, Acctat, Glycin und/oder 
Phosphal bevorzugl einsetzbar, wobei die Pufferkonzcnlra- 
tion in dem flQssigen Medium bevorzugt 10- 1000 niM, be- 
65 vorzugtcr 5-200 mM, ebenfalls bevorzugt 10 -200 mM und 
weiterhin bevorzugt 10-50 mM belragt. Der pH-Wcii des 
Puflersystcms belragt vorzugsweise 4-11, weiterhin bevor- 
zugl 7,5 10,5. Fiir Lysozym belragt der pH- Wert bei der Re- 
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naturicrung vorzugsweise el wa 8, und fur die Renalurierung 
von rPA beiragl dcr pi T- Wen vorzugsweise ctwa 10,5. Fur 
anricrc zu renal uricrendc Prolcine konnen die Puflcrzusam- 
mcnserzungsparameler individuell ungepaRl nnd nplimicri 
werden. so dass cine maxiniale Ausbcule an rcnaiuriertcni 5 
Prolcin crhallen wird. 

(0028| Bci dem crfindungsgcmaBcn Verlahren Renaturie- 
rung von Proicinen erfolgi das Inkoniakibringen der zu rca- 
nurierenden b/.w. zu behandelnden Proieine mil dem flussi- 
gen Medium bevorzugi, indem das zu behandelnde Protein lo 
mil den i fliissigen Medium verdunni. dialysien und/odcr 
dialiliricrt wird.-Grundsat/lich sol lie bci einer Ren a! uric- 
rung cine Umpuffcrung des denaluricnen Proteins in den 
Renal urierungspulTer gewahrleistel sein. 
|0029] Bcim Inkoniakibringen, insbesondere bei der Re- 15 
naturierung, betragl die Proteinkonzenl ration des zu behan- 
delnden Proteins hevor/ugi 5 500ug/ml. bevorzugi 
10 lOOug/ml, noeh bevor/.ugter ungeiahr 5U lOOpg/iul. 
Dicsc Wenc konnen von eineni Kaclunann Inrduv jeueilige 
zu renal urierendc bzw. zu bcbandelnde IVlcin an die Los- 20 
Hchkeitseigcnschaflcn des Proteins angepassi werden. 
[0030| Das crlindungsgemaBe Vertahren cignet sieh zur 
Renaturicrung von disulfidfrcien und disullulvcrbriicktcn 
Proicinen. Dabci werden disulndlrcie Proieine bevorzugi in 
Gegenwarl cines Reduklionsinillcls, wie 1)1)1'. IT lit unit/ 25 
oder Cystcin, bevorzugi in einer Konzeniraiion von 
1-10 mM, mit dent Rcnaturierungsmedium, welches subsii- 
tuierte Imidazoliumsalze enlhait. in Koniakt gehrachi. 
|003l ] Bei dcr Renaturierung disulfidvcrhruckicr Proteine 
werden dicse bevorzugt in Gegenwarl cines Redoxsysiems M) 
aus rcduzicrten und oxidierten Thiolsubstanzcn wie 1) IT 
DT1L Glutalhion, Cystcin, Mcrcaplocihanol, bevorzugi in 
einer Konzentralion von 1—10 mM, in Koniakl gcbruehl. 
Die Konzentralionsverhaltnissc von redu/.icrten Subslanzen 
zu oxidiert en Subslanzen ("reduziert : oxidien " ) bet rage n da- 15 
bei vorzugsweise 1 : 10 bis 20: 1, bevorzugt 1 : 5-10 : 1, 
weilcrhin bevorzugi 1 : 1 bis 5 : 1. 

[0032] Die Konzentralion an substituicrten Imidazolium- 
salzen betragl beim Inkontaktbringen, insbesondere bei dcr 
Renalurierung, bezogen auf das Renal urierungs medium, be- 40 
vorzugt 5-95 Vbl.-%, weilerhin bevorzugi 5 50 Vol.-%, 
weilcrhin bevorzugt 10-40 Vo\.-%. Auch hier kann die opli- 
male Konzentralion flir das jeweiligc Protein durch cinfachc 
Vcrsuche ennitlelt werden. Ublicherweisc ergibt dcr Zusatz 
von substituicrten Imidazoliumsalzen in einem Anteil von 45 
10-40 Vol.-% die besten Renaturierungsausbcuien. Wie be- 
reits erwahnt. kann jedoch, abhiingig von den jewcils einge- 
setzten Imidazoliumverbindungen, die Konzeniraiion bis zu 
95 Vbl.-% bclragen. 

[0033] Die Renaturicrungsdauer betragt iiblicherweise be- 50 
vorzugt: 0,1-100 h, weilerhin bevorzugt l-50h, noeh be- 
vorzugter ungefahr 2 20 h. 

[0034] Die Renaturierung erfolgi vorzugsweise bei niedri- 
gen Tentperaturen von 0-37°C, bevorzugt 5-15°C, da bei 
hoheren Tcmperaturcn die Aggregationsreaktionen zuneh- 55 
men. 

[0035] Als Parameicr der Oplimierung der Renaturierung 
konnen bevorzugt die biologischc Aktivitat des Proteins und 
das Aggregaiionsverhaltcn ubcr den ProzcBvcrlauf geines- 
sen werden. 60 
[0036] In einer weitcren Ausfuhrungsforni des erfin- 
dungsgcmaBen Verfahrens kann das Protein pulsweise 
nichiiach hintereinandcr oder kontinuierlich dem Renaturie- 
rungspuffer zugegeben werden. 

[0037] Insgcsanit isl das crlindungsgcmaBc Vcrfahrcn be- 65 
senders vortcilhaft zur Renaturierung von Proleinen geeig- 
net. Dabei isl es weilerhin bevorzugi, dass das fliissige Me- 
dium fur die Renaturierung von Proleinen neben den substi- 



tuicrten Imidazoliumsalzen wcitcre bekannte Renaturic- 
rungssubslanzen (xler die Renalurierung untcrsluizcndc 
Subslanzen enthall, wie z. B. IlarnslotT, Guanidin, L-Argi- 
nin, AlkylhamslolT. ( Vhonsaureaiuide, alkylierte Amine, 
Tris-Puffcr, Polyelhylenglykol und/odcr Deiergcnzien. 
|0038| Die vorliegendc Hrlindung wird im folgcndcn an- 
hand von Ausfuhrungsbcispielen heschricben. Dabei wird 
auf die lolgcnden ligurcn Bezug genommen: 
|0039] Fig. 1 zeigi die Renal uricrungsaushcuie in % fur 
Lysozym in Abhangigkcit von der Konzeniraiion an 1- 
Ethyl- 3-meihyl-imidazoIium-lelrafluorborat; 
10040] Fig. 2 zcigl die Renaluricrungsausbcute von rPA in 
Abhangigkcit von dcr Konzeniraiion an l-Eihyl-3-mcihyl- 
imidazoli um-lcirafl uorboral ; 

|0041 ] Fig. 3 zcigt die Rcnaturierungsausbeuic von rPA in 
Abhangigkeit von dcr Konzentralion an l-Ethyl-3-methyl- 
imidazolium-chlorid; 

|0042] Fig. 4 zcigl die Renaluricrungsausbcute von rPA in 
Abhangigkcit von dcr Konzeniraiion an 4-Methyl-N-butyl- 
pyridinium-teirafl uorboral; 

|0043| Fig. 5 zcigl die Renaluricrungsausbcute von rPA in 
Abhangigkcit von dcr Konzeniraiion an l-Butyl-3-mclhyl- 
imidazolium-tclrafl uorboral; 

|0044] Fig. 6 isl cine graphische Darslellung dcr Aggrega- 
tion von rPA wahrend der Renalurierung, besliniiiti millels 
Lichtstrcuung, wobei 0% und 5% l-Elhyl-3-meihyl-imida- 
/olium-telralluorborau en thai ten sind. 
(00451 Fig. 7 isl eine graphische Darstellung des Aggrc- 
gaiionsverhaltens von rPA in Abhangigkeit der Temperatur 
und fur verschiedene Konzcnirationen an 1 -Ethyl- 3-methyl- 
imidazolium-tetrafluorborat, bcslininit mittcls Lichistreu- 
ung; 

|0046] Fig. 8 zeigt die Renal urierungsausbeule von rPA in 
Abhangigkeit von dcr Konzentralion an 3-(l-Pyridinio)-l- 
propansulfat: 

[0047] Fig. 9 zeigt die Renaturierungsausbeuie von rPA in 
Abhangigkeit von der Konzeniration an Trigonellin-hydro- 
chlorid; 

Beispicl 1 

Dcnaturierung von Proleinen 

[0048] Lysozym, rPA oder inclusion body Proieine wer- 
den mil einer lVotcinkonzentration von 0,5-20 mg/inl in 0,1 
M Tris, pll 8, 6 M Guanidinhydrochlorid. 1 niM EDTA, 
200 mM DTY fur mindcslens 2 h bei Raumteniperatur dena- 
turiert und reduziert. AnschlieBend wird der pH-Wert durch 
Zugabe von HCl auf ca. pH 2 abgesenkt. Wahlweise kann 
das denalurierte Protein gcgen das l(XX)fache Volumen 6 M 
Guanidinhydrochlorid, pH 2 dialysiert werden. Die Konzen- 
tralion des denaturierien Proteins wird mit Hilfe des Brad- 
ford-Assay (Bradford 1976) oder speklroskopisch be- 
slimmt. Hierfur wird furrPA ein Extinktions-koeffizient von 
e(l mg/ml, 280 nm, 1 cm) = I und fur Lysozym e(l tng/ml, 
280 nm, 1 cm) = 2,37 verwendct. 

Beispiel 2 

Renaturierung von Lysozym 

[0049] Die Renalurierung von Lysozym erfolgi durch eine 
] : 100 Verdunnung des denaluriert, reduzienen Proteins in 
den auf 10°C vonenipericrten Renaturierungspuffer, die 
Endkonzcnu^ation des Prolcias betragt 200 ug/mi. Als Rcna- 
turicrungspuflfcr wird 0.(X5 M Tris, pll 8, 1 mM EDTA, 
4 mM GSSC5 (oxidicrtes Glutathion) und unterschicdlichc 
Konzcntrationen dcr ionischen Hussigkeit l-Ethyl-3-me- 
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ihyMmidawlium-tetrdfluorborai cingcscizi. Als Redukti- 
onsniitlcl dicni 2 niM DTT, welches durch die Verdunnung 
a us dem Denaiuricrungsansatz eingesehleppt wird. Nach der 
Renal uricrung werden die Proben gegen das lOOOfache V<v 
iumcn von 0,05 M Ins, pTI 8, 1 niMEDTA ubcr Naehi dia- 
lysicrl. Als Mat? der Renaluricrung wird die Enzymakliviiai 
von Lysozym phoiomctrisch gcniessen und anhand einer 
Hichgerade quanlilizicrt. 

|0050| In Fig. I isi die Abhangigkcil der Renaturierungs- 
ausbcule von Lysozym von der Konzcntralion des Sal/.cs 1- 
Hlhyl-3-nielhyl-iniidazoIiuni-ielrafluorbordl dargcstelll. In 
Gegenwart von 10-15 Vo\.-% l-Hihyl-3-mclhyl-imidazo- 
lium-tclrafluorborat kann Lysozym quantitativ. also zu 
100%, oxidaiiv renal uricrl werden. 

Bei spiel 3 

Renaluricrung von rPA millcls l-Elhyl-3-mclhyl-imidazo- 
lium-leirafluorborai 

1 0051 J Die Renaluricrung des in 6 M Guanidin. pH 2 be* 
findlichen rPA erfolgl durch cine 1 : 100 Verdunnung in 0,1 
M Ins, pll 10,5. 1 mM EDTA, 5 mM GSSG, 2 mM GSH 
(reduzicrles Glulalhion) in Gegenwart unierschicdlicher 
Kon/cnlraiionen von 1 -Eihyl-3-mclhyliiiiidazolium-ielra- 
fluorborai. Die Renaluricrung wird fiir inindestens 16 h bei 
1 0°C durchgefuhrt. Nach der Renaluricrung werden die Pro 
ben gegen das lOOOfache Volumen von 0.1 M Tris, pH 8. 
1 niM EDTA ubcr Nacht dialysiert. Als MaB der Rcnaturic- 
rung wird die Enzymakliviiai von rPA mil Hilfc des Chro- 
mozym-tPA-Assays (Roche Diagnosiics) ermiltell und an- 
hand einer Eichgerade fiir das nalive rPA quantifiziert. 
[0052] In Fig. 2 is! tlie Renaturierungsausbeute von rPA in 
Abhangigkcil von der Konzcnlralion des Salzes l-ElhyI-3- 
nicthyl-iniidazoliuin-lclrafluorboral danjeslellt. Die Rcnalu- 35 
rierungsausbcutc licgl bei 23% in Gegenwart von 
20-30 Vol.-% 1 -liihy l-3-nieihyl-imidazoliunitetrafluorb(v 
rat. 

Beispiel 4 40 

Renaluricrung von rPA miftcls l-Ethyl-3-melhyl-imidazo- 
lium-chlorid 

[0053J Die Renaiurierung des in 6 M Guanidin. pH 2 be- 45 
lindliehen rPA erfolgl durch cine 1 : 100 Verdunnung in OJ 
M Tris, pH 10,5, 1 niM EDTA. 5 mM GSSG. 2 niM GSH in 
Gegenwart unierschicdlicher Konzcniraiionen von 1-Eihyl- 
3-melhyl-imidazolium-chlorid. Die Renaiurierung wird fiir 
niindcstens 16 h bei 10°C durchgefuhrt. Nach der Renatu- 50 
ricrung werden die Prohen gegen das lOOOfache Volnmen 
von 0,1 M Tris, pH 8, 1 niM EDTA ubcr Nacht dialysiert. 
Als MaB der Renaiurierung wird die Enzymaktivitat von 
rPA mil Hilfc des Chromozym-tPA-Assays (Roche Diagno- 
stics) ermitielt und anhand einer Eichgerade fur das native 55 
rPA quantifiziert. 

[0054] In Fig. 3 ist die Renaturierungsausbeute von rPA in 
Abhangigkcil von der Konzentration des Salzes l-Ethyl-3- 
methyl-imidazolium-chlorid dargcstelll. Die Renaturie- 
rungsausbeute licgl bei 26% in Gegenwart von 20-25 Vol.- 60 
% l-lithyl-3-meihyl-imidazolium-chlorid. 

Beispiel 5 

Renaluricrung von rPA mittcls 4-Mclhyl-N-bulyl-pyridi- 65 
nium-lelrafluorboral (Vcrglcichsbci spiel) 
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findlichen rPA crlblgi durch cine 1 : 100 Verdunnung in 0,01 
M Tris. pH 10,5. 1 mM EDTA, 5 mM GSSG, 2 mM GSH in 
Gegenwart unierschicdlicher Kon/cntrationen von 4-Me- 
ihyl-N-butyl-pyridinium-lclranuorhoral. Die Renaiurierung 
5 wird fiir inindestens 16 h bei 10°C durchgefuhrt. Nach der 
Renaluricrung werden die Proben gegen das lOOOfache Vo- 
lunien von OJ M Tris, pIT 8, 1 niM EDTA ubcr Nacht dialy- 
siert. Als MaK der Renaluricrung. wird die Enzymakli vital 
von rPA mil Hilfc des Chroniozyni-l PA- Assays (Roche Dia- 
10 gnostics) ermiltell und anhand cincr Eichgerade fur das na- 
live rPA quant ihzicrl. 

|0056] In Fig. 4 isi die Renaturierungsausbeute von rPA in 
Abhangigkcil von der Konzcntralion des Salzes 4-MeihyI- 
N-butyl-pvridinium-telrafluorboral dargcstelll. Mil steigen- 
15 der Konzcntralion an 4-MeihyI-N-butyl-pyridinium-tetra- 
fluorboral sleigt die Renaturierungsausbeule von rPA. Bei 
einer Konzentration von 94% (v/v) 4-Mcthyl-N-buiyl-pyri- 
diniunilcirafluorborat licgl die Ausbcutc an renal uricrtcm 
rPAbei 13,5%. 

20 

Beispiel 6 

Renaiurierung von rPA millcls l-Bulyl-3-mcthyl-imidazo- 
lium-letrafluorboral 

25 

[0057J Die Renaluricrung des in 6 M Guanidin, pH 2 be- 
findlichen rPA erfolgl durch eine 1 : 100 Verdunnung in 0,1 
M Tris, pTI 10,5. 1 mM EDTA. 5 niM GSSG. 2 mM GSH in 
Gegenwart unierschicdlicher Konzcntrationcn von 1-Butyl- 
30 3-meihyl-imidazoIium-tetrafluorborat. Die Renaturierung 
wird fiir inindestens 16 h bei 10°C durchgefuhrt. Nach der 
Renaturierung werden die Proben gegen das lOOOfache Vo- 
lunien von 0,1 M Tris. pH 8, 1 mM EDTA iiber Nacht dialy- 
siert. Als MaB der Renaturierung wird die Enzymaktivitat 
von rPA mil Hilfc des Chromozym-lPA- Assays (Roche Dia- 
gnostics) erniittclt und anhand einer Eichgerade fur das na- 
tive rPA quantifiziert. 

[0058) In Fig. 5 ist die Renaturierungsausbeute von rPA in 
Abhangigkeit von der Konzentration des Salzes l-Butyl-3- 
nielhyl-imidazoliuni-teu-afluorborat dargestellt. Die Renatu- 
rierungsausbeute licgl bei $% in Gegenwart von 20% (v/v) 
l-Butyl-3-melhyl-imidazoliunitelrafluorboraL 

Beispiel 7 

Aggregation von rPA wahrend der Renal urierung 

[0059] Die Renaturierung des in 6 M Guanidin, pH 2 be- 
findlichcn rPA erfolgl durch eine 1 : 100 Verdunnung in 0,1 
M Tris, pH 10,5, 1 mM EDTA, 5 mM GSSG, 2 mM GSH in 
An- oder Abwesenheit von 5% l-Elhyl-3-methyl-imidazo- 
lium-teirafluorborat. Die Reaklion wird bei 10°C in einer 
ruhrbaren Huorcszcnzkuvelte durchgefuhrt. Wahrend der 
Kinetik wird die Aggregation des Proteins durch Messung 
der Lichtstreuung bei 360 nm Anregung und 360 nm Emis- 
sion aufgezcichnet. 

[0060] In Fig. 6 ist der pufferkorrigicrte Platcauwert der 
Aggregationsmessungen von der rPA-Renaturierung in Ab- 
wesenheit des Salzes (offener Balken) und in Gegenwart 
von 5% Vo\.-% l-Ethyl-3-niemyl-iinidazoliuiu-tctrafluorbo- 
rat (gefullter Balken) dargestellt. In Gegenwart von minde- 
stens 5 Vol.-% l-E%l-3-methyl-imi(ia7^liuni-tctrafluorbo- 
rat wird die Aggregation des zu renaturierenden rPA's na- 
hezu vollstandig unterdruckL 



[0055] Die Renaiurierung des in 6 M Guanidin, pH 2 be- 



DE 10161 

9 

BcispicI 8 

Thcrmischc Stabiliiat von rPA 

|0061| Natives rPA in cincr Kony.cn irai ion von 20ug/ml 5 
in 0,1 M Tris, pll 10,5, 1 mM EDTA. 5 niM GSSG, 2 mM 
GSH in Gegenwart verschiedcncr Konzcntrationen von 1- 
Rthyl-3-nicihyl-inii(iazoliuin-lctrulluorbordt wird mil ciner 
Heizrate von ca. 0,3T7min von 20X bis 90°C aulgcheizi. 
Wahrcnd dieses Vorgangcs wird der Aggrcgationszustand 10 
des Proteins niiilcls Lichtstreuung analvsiert. Hierzu wird 
die Probe in eineni Fluori meter bci 360 nni angeregt und das 
Signal ebenlalls bci 360 nni dclekliert. 
1 0062 1 In Fig. 7 isl das Aggrcgalionsverhalien von rPA 
wahrcnd Ihermischcr Dcnalurierung dargcstelli (gcftillte 15 
Krcise VoL-0%, gefiillte Dreicke 5 Vol.-%, offene Krcise 
12 Vol.%, offene Drcieckc 20 Vol.% 1-lilhyl-3-nicthyI-inii- 
dazoliuni-tclrafluorhoraO. Die Aggregation von rPA in Ab- 
wcsenheil von 1 -Elhyl-3-nielhyl-iniidazoliuni-lelrafluorbo- 
ral sei/.t bci 55°C cin. In Gegenwart von 5 Vol.-% l-l:lhyl-3- 20 
meihyl-imidazolium-ietrafluorborai isl eine verstarktc Ag- 
gregation ersl obcrhalb von 80°C zu beobachtcn, bci hohe- 
rcn l-Kthyl-3-methyl-iinidazoliutn-tclrafluorborat-Konzen- 
trationen trill bis 90°C keine nicssbare Aggregation auf. 

25 

Bei spiel 9 

Renalurierung von rPA mil 3-(l-l\ridinio)-l-propansulfat 
(Vcrglcichsbeispiel) 

30 

(0063] Die Renaturierung des in 6 M Guanidin. pi I 2 be- 
findlichcn rPA crfolgt durch eine 1 : 100 Verdunnung in 0,1 
M Tris, pll 1 0,5, 1 aiM EDTA, 5 niM GSSG, 2 mM GSH in 
Gegenwart uniersehiedlieher Konzcntrationen von 3-(l-Py- 
ridinio)-l-propansulfat. Die Renalurierung wird fur minde- 35 
stens 16 h bci 10°C durchgefuhrU Nach der Renaturierung 
werden die Proben gegen das 1 (XX)fache Voluinen von 0,1 M 
Tris, pH 8, 1 mM EDTA uber Naeht dialysicrt. Als MaB der 
Renaturierung wird die Enzyniakti vital von rPA mil Hilfe 
des Chroinozym-lPA- Assays (Roche Diagnostics) ermittelt 40 
und anhand cincr Kichgerade fur das native rPA quanlifi- 
ziert. 

[0064) In Fig. 8 ist die Renal Lirierungsausbeute von rPA in 
Abhangigkcit von der Konzentration des Salzes 3-(1-Pyridi- 
nio)-l-propansulfal dargcsiellt. Die niaxiinale Renal urie- 45 
rungsausbeute liegt bei 18% in Gegenwart von 30 VoL-% 3- 
( 1 -Py ridinio)- 1 -propansulfat . 

Beispicl 10 

50 

Renalurierung von rPA mil Trigonellin-IIydrochlorid (Ver- 
gleichsbeispiel) 

[0065| Die Renaturierung des in 6 M Guanidin, pH 2 be- 
findlichen rPA crlblgt durch eine 1 : 100 Verdunnung in 0,1 55 
M Tris, pH 10,5, 1 niM EDTA, 5 mM GSSG, 2 niM GSH in 
Gegenwart uniersehiedlieher Konzentrationen von Trigo- 
nellin-Hydrochlorid. Die Renaturierung wind fur mindestens 
16 h bei 1 0°C durchgefuhrt. Nach der Renaturierung werden 
die Proben gegen das lOOOfache Volumen von 0.1 M Tris, fl> 
pH 8, 1 niM EDTA uber Nachl dialysiert. Als MaB der Re- 
naturierung wird die Enzymakli vital von rPA mil Hilfe des 
Chromozym-tPA-Assays (Roche Diagnostics) ermittelt und 
anhand einer Eichgerade fUr das native rPA quanufiziert. 
[0066| In- Fig. 9 ist die Renal uricrungsausbcutc von rPA in 65 
Abhangigkcit von der Konzentration des Salzes Trigoncllin- 
Hydrochlorid dargestcllL Es ist keine vcrbesscrle Renaturie- 
rung von rPA in Gegenwart des Salzes zu beobachlen. 
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Patentanspriiche 

1. Verwendung von substituierlen Imidazoliumsalzcn 
zur Renaturierung. zur Frhohung der thcmiischen Sia- 
biliiai und/oder zur Veniiindcrung der Aggregation von 
Protcincn. 

2. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die lmidazoliunisalze durch Alky!-. Al- 
kcnyl- Aryi-undAxter Aralkyl-Rcste subsiiluicri sind, 
wclchc wicdcruni durch tunktionelle Gruppen substilu- 
icri sein konncn, bevorzugt durch StickstolT-, Sehwc- 
fck und/oder Phosphor-hallige Gruppcn. 

3. Verwendung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die lmidazoliunisalze an beiden 
StickstolVatoincn des Imidazoliumrings substituiert 
sind. 

4. Verwendung nach cineni oder mehreren der An- 
spriiche 1 bis 3. dadurch gekennzeichnet, dass die Imi- 
dazoliunisalze an eineni oder niehreren der Kohlen- 
stolTalome des Imidazoliumrings substiluicri sind. 

5. Verwendung nach cineni oder niehreren der yorher- 
gehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass 
der Iniidazoliuinring als Substituenlen C\-i VAIkylre- 
ste, bevorzugt Methyl-, und/oder Ethylreste, C r C 4 -Al- 
kenylresle und/oder mono- oder bicyelische Arylresle 
aufweist. 

6. Verwendung nach cineni oder niehreren der vorher- 
gehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet. dass 
der Imidazoliuniring an mindestens cinem der N- 
Atomc cincn Methylrest aufweist . 

7. Verwendung nach cinem oder niehreren der vorher- 
gehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass 
der Imidazoliuniring einen oder mehrcre der nachfol- 
genden Substituenlen aufweist: Phenol, Biphenyl, Bi- 
phenol, Naphthalin, Naphthalincarbonsauren, Naph- 
thalinsutfonsauren, Biphenylole, Biphenylcarbonsau- 
ren, Phenol, Phenylsulfonat, Phenols ulfonsauren und/ 
oder subsiituiertes oder unsubstiiuiertes Benzyl. 

8. Verwendung nach cinem oder mehreren der vorher- 
gchenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Substiluenten wciterhin durch ein oder niehnere der 
nachfolgenden Rcstc substituiert sind: Amine, Car- 
boxyl-, Carbonyl-, Aldehyd-, Hydroxy-, Sulfa!-, Sulfo- 
nat- und/oder Phosphat-Reste. 

9. Verwendung nach cinem oder niehreren der vorher- 
gehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dass es 
sich bei den Imidazoliumsalzcn um bei Raumtempera- 
tur ionische Flussigkeiten handelt. 

10. Verwendung nach cineni oder mehreren der vor- 
hergehenden Anspruche, zur Renalurierung, Erhohung 
der thermischen Stability un<l/oder Venninderung der 
Aggregation von: 

Proteasen, bevorzugt Serin-Proteasen, insbesondere 
Hirombin, Faktor Xa, Gaspasen, Cathepsine, Trypsin 
und/oder Chymotrypsin, Cystein-Protcasen, saurcn 
Proteasen, wie Pepsin oder Rcnnin, Metallo-Proieasen, 
wie Thennolysin: 

Proteasc-inhibitoren, bevorzugt Pepslatine, Antipain, 
('heniostalinc, Elastinal, Lcupeptine, Bcstatin. Anti- 
thrombi n IE; 

DNA-bindenden Proteinen, bevorzugt Transkriptions- 
faktorcn; insbesondere NF Kappa B und Milgliederder 
Familien Jun, Fos, Krox, Myc, li2F und/oder virale T- 
Antigene; 

virale Protcinc, wic virale Hiillprotcinc, Kapsidpro- 
teinc, virale Proteasen, Polymerasen und/orler T-Anti- 
genc: 

Phosphalasen; 
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Proieinkinascn, bevorzugl Tyrosinkinasen und/oder 
Scrinkinascn; 

Protcincn der Inimunglobulin-Supcrfaniilic, z. B. Anli- 
korpcr unci Fragment e hiervon; 

Wachstumsfaklorcn, bevorzug! cpidermaler Wachs- 5 
• tunisfaklor (KGF), Eryihropocictin, Fibrobiasien- 
Wachslumslaklor (FGF), Insulin-ahnliche Wachstums- 
faklorcn I und E (IGF I unci IGF II), Inierlcukin-2 (IL- 
2), Nervcnwachsiumsfaktor (NGF), iransforniiercnder 
Wachsiunisfaklor-P (TGF-P) und/odcr Thrombocyicn- 10 
Waehstumsfakior (PDGF); 

Lyso/ym, rPA," alpha-Glucosidasc sowie von diescn 
Proieinen abgeleiicte Proleine und Fragmenle. 

11. Vcrfahren zur Rcnalurierung, Erhohung dcr thcr- 
mischcn Stabilitai und/odcr Vermindcrung der Aggrc- 15 
gation von Protcincn, dadurch gekcnnzcichnei, dass die 

zu bchandclnden Proieinc mil einem flussigen Me- 
dium, welches subslituieric Imidazoliumsalzc cnlJiait, 
in Konlakt gcbrachl werden. 

12. Vcrfahren nach Anspruch 11 zur Rcnalurierung 20 
von Proieinen, wobei als fliissiges Medium ein fliissi- 
ges Renaturierungsmedium cingcsclzi wird. 

13. Vcrfahren nach Anspruch 11 odcr 12, dadurch ge- 
kcnnzcichnei, dass als fliissiges Medium ein fur das zu 
behandelnde Prolein geeigneles Puflcnsysleni einge- 25 
selzl wird. 

14. Vcrfahren nach einem odor mehrcren der Ansprii- 
che 11-13, dadurch gekcnnzcichnei, dass als Puflcr- 
substanzen Tris, HEPES, Mes, Mops, Acelat, Glycin 
und/oder Phosphal cingcsctzi werden. 30 

15. Vcrfahren nach einem odcr mehrcren der Ansprii- 
che 11-14, dadurch gekennzeichnet, dass die Pufler- 
konze titration in dem flussigen Medium 10 bis 
1000 mM betragt, bevorzugt, 5 200 nuVL noch bevor- 
zugler 10 50 mM. 35 

16. Vcrfahren nach einem odcr mehrcren der Ansprii- 
che 11-15, dadurch gekcnnzcichnei, dass der pH-Weri 
des Puffersystems 4-11, bevorzugl 7, 5-10,5 betragt. 

17. Vcrfahren nach einem odcr mehrcren der Anspru- 
che 1 1—16, dadurch gekcnnzcichnei, dass die Imidazo- 40 
liumsalze Alkyk Alkenyl- Aryl-und/odcr Aralkyl-Rc- 
ste subsliiuiert sind, welche wiederum durch funklio- 
nclle Gruppen substituierl sein konnen, bevorzugl 
durch Stickstoff-, Schwcfel-, und/odcr Phosphor-hal- 
tige Gruppen. 45 

18. Verfahren nach einem oder mehrcren der Anspru- 
che 1 1-17, dadurch gekcnnzcichnei, dass die Imidazo- 
liumsalze an beiden StickstofTaiomen des Imidazoli- 
umrings substituiert sind. 

19. Verfahren nach einem oder mehrcren dcr Ansprii- SO 
che 11-18, dadurch gekcnnzcichnei, dass die Imidazo- 
liumsalze an einem odcr mehrcren der KohlcnstofF- 
atome des Imidazoliumrings subsliiuiert sind. 

20. Verfahren nach einem oder mehrcren der Ansprii- 
che 11-19, dadurch gekcnnzcichnei , dass der I midazo- 55 
liumring als Subsfiiuenien CVCVAIkylrestc, bevor- 
zugl Methyl-, und/oder Ethylreste, Ci-C 4 -Alkenylreste 
und/oder mono- oder bicyclische Arylreste aufweist. 

21. Verfahren nach einem odcr mchreren der Anspru- 
che 1 1 - 20, dadurch gekcnnzcichnct, dass der Imidazo- 60 
liumring an mindestens einem der N-Atome eincn Me- 
Ihylrest aufweist. 

22. Verfahren nach einem oder mchreren der Anspru- 
che 11-21, dadurch gekcnnzcichneu dass der Imidazo- 
liumring cincn odcr mchrcrc dcr nachfolgcndcn Substi- 65 
tuenten aufweist: Phenol, Biphenyl, Biphenol, Naph- 
thalin, Naphthalincarbonsauren, Naphthalinsulfonsau- 
ren, Biphenylole, Biphcnylcarbonsauren, Phenol, Phe- 



nylsulfonai, Phcnolsulfonsaurcn und/odcr subsiiiuicr- 
lcs odcr unsubstiiuicrlcs Benzyl. 

23. Verwendung nach einem odcr mchreren der An- 
spriichc 1 1 22. dadurch gekcnnzcichnei, dass die Sub- 
slit uenicn weiicrhin durch ein odcr mchrcrc der nach- 
folgcndcn Resle subsliiuiert sind: Amine, Carboxyl-, 
Carbonyl-, Aldehyd-, Hydroxy-, Sulfa!-. Sulfonat- 
und/odcr Phosphal-Resic. 

24. Verfahren nach einem odcr mehrcren der Anspru- 
che 11 23, dadurch gekcnnzcichnei. dass cs sich bei 
den Imidazoliumsalzcn um bei Raumlcmperalur ioni- 
schc Flussigkeilenliandelt. 

25. Verfahren nach einem oder mchreren der Ansprii- 
chc 11 24, dadurch gekcnnzcichnei. dass das Inkon- 
laktbringcn erfolgi, indent das zu behandelnde Prolein 
mil dem flussigen Medium verdunnl, dialysierl und/ 
oder diafilirien wird. 

26. Vcrfahren nach einem odcr mchreren dcr Ansprii- 
chc 11 25, dadurch gekcnnzcichnei, dass die Protcin- 
konzcnlralion des zu bchandclnden Proteins beim In- 
kontaktbringen S-500 ug/ml, bevor/ugt 10 200 ug/ml, 
noch bevorzugler ungetahr 50-100 ug/ml, betragt. 

27. Verfahren nach einem oder mehrcren dcr Ansprii- 
che 11 26, dadurch gekcnnzcichnei, dass die Konzcn- 
tralion an subsliluierlen Iiitidazoliumsalzen, bezogen 
auf das flussige Medium, 5-95 Vol.-% belragt, bevor- 
zugl 5-50 Vol.-%, am bevorzugtesten 10-40 Vol.%. 

28. Verfahren nach einem oder mehrcren der Ansprii- 
che 11 27, dadurch gekennzeichneu dass das Verfah- 
ren durchgefuhrt wird, indem das zu renal urierende 
Protein dem Renaturierungsmedium mehrfach nach- 
einander odcr kontinuierlich zugefuhri wird. 

29. Vcrfahren nach einem oder mchreren der Anspru- 
che 1 1 28, dadurch gekennzeichnct. dass das Inkon- 
takrbringen der zu renal urierenden Proleine mil dem 
Renarurierungsmcdium fur 0,1-100 h, bevorzugl, 
1-50 h, noch bevorzugler 5-20 h erfolgi. 

30. Verfahren nach einem oder mehrcren der Ansprii- 
che 11 29, zur Renal urierung, Erhohung der thcrmi- 
schen Stabilitai und/odcr Verminderung der Aggrega- 
tion von: 

Prolcasen, bevorzugl Scrin-Proteasen, insbesonderc 
Hirombin, I ? aktor Xa, Caspasen, Calhepsinc, Trypsin 
und/oder Chymotrypsin, Cystein-Proteasen, sauren 
Proteasen, wic Pepsin oder Rennin, Metallo-Protcasen, 
wie Thcrmolysin; Protease-inhibiloren, bevor/.ugl Pep- 
statine, Antipain, Chcmostaline, Iilastinal, Lcupcptine, 
Bestatin. Antithrombin III; 

DNA-bindenden Proieinen, bevorzugt Transkriptions- 
faktoren; insbesonderc NF Kappa B und Mitglieder der 
Familien Jun, Fos. Krox, Myc, E2F, virale T-Anligene; 
virale Proteine, wie viralc Hullproteine, Kapsidpro- 
teine, viralc Proteasen, Polymerasen und/oder T-Anti- 
gene; 

Phosphatase^ 

Proteinkinasen, bevorzugt TVrosinkinasen und/oder 
Serinkinasen; 

Protcincn der Immunglobulin-Superfamilic, z. B. Anti- 
korpcr und I 7 ragmcntc hiervon: 
Wachstumsfakioren, bevorzugt epidennaler Wachs- 
tumsfaktor (EGF), Erythropoeielin, Fibroblastcn- 
Wachstumsfakior (FGF), Insulin-ahnliche Wachstums- 
fakioren I und 0 (IGF I und IGF II), Intcrlcukin-2 (IL- 
2), Nervenwachstumsfaktor (NG1 7 ), transfonnierender 
Wachstumsfakior-p (TGF-P) und Thrombocytcn- 
Wachslunisfakior (PDGF); 

Lysozym, rPA. alpha-Glucosidase sowie von diesen 
Proieinen abgelcilele Proieinc und I ; ragmente. 
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31. Vcrfahrcn nach cinem odcr nichrcrcn dcr Anspru- 
che 1 1-30, dadurch gckennzcichnel, dass disulhdfrcic 
Prolcinc renal uricrl wcrden, wobei das Inkonlaklbrin- 
gcn des disulfidfrcien Proleins mil dem Renal urie- 
rungsmcdium in Gegenwart eincs RcduklionsnriUcls 5 
crfolgl. vorzugsweisc DTT, DTK und/odcr Cysiein. 

32. Vcrfahrcn nach cineni oder niehrcren dcr Ansprii- 
chc 1 1 30, dadurch gckennzcichnel, dass disulhdver- 
briickie Prolcinc renal uricrt werden, wobci das Inkon- 
laklbringcn des disulfidverbrucklcn Proleins mil dem 10 
Renal urierungsiiicdium in Gcgenwari eines Redoxsy- 
slems aus oxidicricn und reduziertcn Thiol subsl an/en 
wic DTP, DTIl Gluiaihion, Cyslcin und/odcr Mcrcap- 
loeihanol crfolgi. 

33. Vcrfahrcn nach Anspruch 31 oder 32, dadurch gc- 15 
kcnn/.cichncl, dass das Konzentralionsverhallnis von 
rcduziericn Subsian/cn zu oxidicrtcn Subsianzen 1 : 10 
bis 20 : 1. bcvorzugi 1 : 5 bis 10 : 1, wciicrhin bevor- 
zugl 1 : 1 bis 5 : 1, bet rag t. 

34. Vcrfahrcn nach cincin odcr niehrcren dcr Ansprii- 20 
che 11 33, dadurch gckcnnzeichneu dass das flussige 
Medium zur Renaluricrung von Proteincn weilcre Rc- 
naluricrungssubsianzcn cnlhall, bcvor/ugl HamslotT, 
(iuanidin, L-Arginin, Alkylharnsloff, Carbonsaurca- 
mide, alkvlierlc Amine, Tris-Puffer, Polyclhylenglykol 25 
und/odcr Dclcrgcnzicn. 

35. Renaturierles Prolein, hergestclll nach einem Ver- 
fahrcn der Anspruchc 1 1 34. 
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